Stoffwechsel cyanogener Glycoside in Linum usitatissimum: Untersuchungen zu Synthese und Transport by Warnecke-Wundram, Anja
Stoffwechsel cyanogener Glycoside
in Linum usitatissimum:
Untersuchungen zu Synthese und Transport
Von der Gemeinsamen Naturwissenschaftlichen Fakultät
der Technischen Universität Carolo-Wilhelmina
zu Braunschweig
zur Erlangung des Grades einer
Doktorin der Naturwissenschaften
(Dr. rer. nat.)
genehmigte
D  i  s  s  e  r  t  a  t  i  o  n
von Anja Warnecke-Wundram
aus Hildesheim
1.  Referent: Prof. Dr. D. Selmar
2.  Referent: Prof. Dr. B. Biehl
eingereicht am: 26.11.2001
mündliche Prüfung (Disputation) am: 28.06.2002
2003
	

		 	      	
			          
  !   "  #$
	
%  !  $ 	& ' '	$   '	' 	
		 ( )  	 (	 *   
 ! ) 	   	 "	 		
"	 +,--./
%  !  $ 0  ' 		    		
	   	
 +	/    	 "	
		 " +,--1/
Für Mathias,
Anna und Julia
Die Experimente zu der vorliegenden Arbeit wurden in der Zeit von Juli 1996 bis
August 1999 am Botanischen Institut der Technischen Universität Braunschweig
durchgeführt. Teile dieser Arbeit sind als Stipendium im Rahmen der
niedersächsischen Graduiertenförderung bzw. von der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft im Rahmen eines Forschungsprogramms von Herrn Prof. Dr. D.
Selmar finanziell unterstützt worden.
Herrn Prof. Dr. D. Selmar danke ich ganz besonders für die vielen Anregungen,
hilfreichen Diskussionen und kritischen Hinweise, die zum Gelingen dieser Arbeit
beigetragen haben. Darüber hinaus möchte ich Ihm für die Breitstellung meines
Arbeitsplatzes danken.
Herrn Prof. Dr. B. Biehl möchte ich für die Übernahme des Korreferates und der
stets gewährten Unterstützung Dank sagen.
Bei Dr. Martin Sagasser und Maren Heidbrede, deren Diplomarbeiten im Rahmen
dieser Arbeit durchgeführt wurden, möchte ich mich für die angenehme
Zusammenarbeit und das freundschaftliche Verhältnis auch über die Laborwände
hinaus bedanken.
Weiterhin möchte ich allen Mitarbeitern des Botanischen Institutes, Abteilung
Pflanzenphysiologie, für die Schaffung eines wirklich freundschaftlichen Arbeits-
klimas danken. Frau Daniela Grüger, Frau Dagmar Wrann und Frau Melanie Butz
gilt darüber hinaus mein besonderer Dank für die stets hervorragende technische
Assistenz. Ich danke Frau Dr. Heike Sarstedt für die große Unterstützung und die
Durchsicht des Manuskriptes und Frau Dr. Susanne Hillmar für die angenehme und
freundschaftliche Zusammenarbeit.
Frau Dr. Inna Kuzovkina vom Timirjazev Institut of Plant Physiology (Moskau) gilt
mein Dank für die Überlassung der Wurzelkulturen von Linum usitatissimum und
Linum atalante. Ebenso danke ich Herrn Prof. Dr. W. Alfermann für die
Bereitstellung von Zellkulturen verschiedener Lein Spezies.
Meiner Familie danke ich für ihr Verständnis und ihre Unterstützung ohne die diese
Arbeit nicht möglich gewesen wäre. Ebenso gilt mein Dank allen Freunden, die mir
bei der Durchsicht des Manuskriptes geholfen haben.
Mein ganz besonderer Dank gilt meinem Ehemann Mathias, dessen Geduld und
Verständnis in einer oft nicht einfachen Zeit entscheidend zum Gelingen der Arbeit
beigetragen haben. Darüber hinaus unterstützte er mich mit zahlreichen kritischen
Diskussionen und der Durchsicht des Manuskriptes.
Inhaltsverzeichnis                                                                                                 I
INHALTSVERZEICHNIS
Abkürzungsverzeichnis ................................................................................. VII
1 Einleitung ............................................................................................1
2 Material und Methoden ....................................................................11
2.1 Untersuchungen zur Glycosylierung von Linamarin.....................11
2.1.1 Pflanzen.............................................................................................11
2.1.1.1 Pflanzenanzucht.............................................................................11
2.1.1.2 Gewinnung von Samen unterschiedlicher Entwicklungstadien......11
2.1.1.3 Trennung der Samenorgane ..........................................................11
2.1.2 Bestimmung von Frisch- und Trockengewicht..............................12
2.1.3 Aktivitätsbestimmung der Linamarin : Glucose-
Glycosyltransferase .........................................................................12
2.1.3.1 Inkubationsansatz ..........................................................................12
2.1.3.2 Extraktion der cyanogenen Glycoside aus dem
Reaktionsansatz.............................................................................13
2.1.3.3 Nachweis der Radioaktivität in der terminalen Glucose
des Linustatins ...............................................................................13
2.1.3.3.1 Extraktion des Linustatins aus Flüssigszintillator...........................13
2.1.3.3.2 Enzymatische Spaltung des Linustatins durch eine
sequentielle Diglucosidase ............................................................14
2.1.4 Szintillationsspektroskopie.............................................................14
2.1.5 Trennung cyanogener Glucoside durch Hochleistungsflüssig-
chromatographie (HPLC) .................................................................15
2.2  Untersuchungen zur Aufnahme cyanogener Glucoside............... 16
2.2.1 Pflanzenmaterial ...............................................................................16
2.2.1.1 Anzucht steriler Pflanzen ...............................................................16
2.2.1.2 Transformierte Wurzeln .................................................................16
2.2.2 Medien zur Kallus-, Wurzel und Suspensionskultur......................16
2.2.3 Kallus: Kulturmethoden und -bedingungen...................................22
2.2.3.1 Kallusinduktion...............................................................................22
2.2.3.2 Kultivierung von Kallus...................................................................22
Inhaltsverzeichnis                                                                                                II
2.2.4 Suspensionskulturen: Kulturmethoden und Bedingungen ..........23
2.2.4.1 Etablierung einer Zellsuspensionskultur aus Kallusgewebe..........23
2.2.4.2 Subkultur der etablierten Zellsuspensionskultur ............................23
2.2.5 Wurzelkulturen..................................................................................24
2.2.5.1 Inkulturnahme von transformierten Wurzeln in Flüssigkeitkultur ...24
2.2.5.2 Subkultur von transformierten Wurzeln..........................................24
2.2.6 Untersuchung der Sterilität und der Vitalität .................................25
2.2.6.1 Überprüfung der Sterilität von Zellsuspension und
Wurzelflüssigkultur (LB-Test).........................................................25
2.2.6.2 Fluoresceindiacetat (FAD)-Test .....................................................25
2.2.6.3 Calcofuor white Test ......................................................................26
2.2.7 Bestimmung der Wachstumsparameter einer Zell- und einer
Wurzelkultur von Linum usitatissimum..........................................26
2.2.7.1 Animpfen unter Standardbedingungen und Probenahme..............26
2.2.7.2 Frischgewichtbestimmung..............................................................27
2.2.7.3 Trockengewichtsbestimmung.........................................................27
2.2.7.4 pH-Wert Bestimmung.....................................................................27
2.2.7.5 Bestimmung der Leitfähigkeit im Nährmedium...............................27
2.2.7.6 Bestimmung der Saccharosekonzentration im Kulturmedium........28
2.2.7.7 Glucosebestimmung.......................................................................28
2.2.7.8 Bestimmung des HCN-Potentials...................................................28
2.2.7.8.1 Extraktion der cyanogenen Glycoside............................................29
2.2.7.8.2 Enzymatische Spaltung der cyanogen Glycoside ..........................29
2.2.7.8.3 Cyanidbestimmung.........................................................................31
2.2.7.9 Analyse der cyanogenen Glycoside in Zellkulturen von
Linum usitatisiumum.......................................................................31
2.2.7.9.1 Methanolische Extraktion ...............................................................31
2.2.7.9.2 Gaschromatographie......................................................................32
2.2.8 Enzymatische Untersuchungen ......................................................33
2.2.8.1 Probenvorbereitung .......................................................................33
2.2.8.1.1 Zellen und Wurzeln........................................................................33
2.2.8.1.2 Kulturmedium.................................................................................33
Inhaltsverzeichnis                                                                                               III
2.2.8.1.3 Protoplastenpräparation aus Zellsuspensionskultur ......................34
2.2.8.1.4 Pflanzenorgane..............................................................................36
2.2.8.2 Linamarase ....................................................................................36
2.2.8.3 Linustatinase..................................................................................37
2.2.8.4 ß-Cyanoalaninsynthase .................................................................39
2.2.8.5 Rhodanase.....................................................................................40
2.2.8.6 NADH:Malatdehydrogenase ..........................................................42
2.2.9 Versuche zur Aufnahme von cyanogenen Glycosiden
in Zell- und Wurzelkulturen von Linum usitatissimum .................43
2.2.9.1 Inkubation der Zell- und Wurzelkulturen mit Linustatin..................43
2.2.9.1.1 Inkubation mit Linustatin bei unterschiedlichen pH-Werten...........44
2.2.9.1.2 Inkubation mit unterschiedlichen Linustatinkonzentrationen .........44
2.2.9.1.3 Inkubation mit Linustatin und weiteren cyanogenen Glycosiden ...44
2.2.9.2 Probennahme und Probenvorbereitung .........................................44
2.2.9.3 Analyse des aufgenommenen Linustatins über
Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC).......................45
3 Ergebnisse ..........................................................................................46
3.1  Nachweis der Glycosylierung von Linamarin .................................47
3.1.1 Pflanzenmaterial .................................................................................47
3.1.1.1 Samenentwicklung .........................................................................48
3.1.1.2 Gehalt cyanogener Glycoside in den Samenorganen....................50
3.1.2 Nachweis der Linamarin:Glucose-Glycosyltransferase................51
3.1.2.1 HPLC und Szintillationsspektroskopie der methanolisch
extrahierten cyanogenen Glycoside...............................................52
3.1.2.2 Lokalisation der radioaktiven Markierung im Linustatin .................55
3.2 Bestimmungen der Aufnahme cyanogener Glucoside ................57
3.2.1 Optimierung der Bedingungen zur Kallusinduktion
und Kalluskultur ...............................................................................57
3.2.1.1 Kallusinduktion und Selektion eines gut wachsenden Kallus ........58
3.2.1.1.1 Kallusinduktion auf L1-Medium......................................................58
3.2.1.1.2 Kallusinduktion auf L2-Medium......................................................58
3.2.1.1.3 Kallusinduktion auf L3-Medium......................................................59
Inhaltsverzeichnis                                                                                               IV
3.2.1.1.4 Kallusinduktion auf L4-Medium......................................................59
3.2.1.2 Stammhaltung des Kallus aus Linum usitatissimum.......................62
3.2.2 Etablierung einer Zellsuspensionskultur aus Kallus von
Linum usitatissimum .......................................................................63
3.2.2.1 Allgemeine Gliederung der Etablierung einer Zellsuspension.......63
3.2.2.2 Beschreibung der Etablierungsphasen für eine
Zellsuspension aus Linum usitatissimum.......................................63
3.2.3 Beschreibung der Inkulturnahme von transformierten
Leinwurzeln in Flüssigkultur ...........................................................65
3.2.4 Wachstumszyklen der Zellsuspensionskultur und der
Wurzelflüssigkultur aus Linum usitatissimum ..............................68
3.2.4.1 Charakterisierung der Suspension aus Kallus ...............................68
3.2.4.1.1 Frisch- und Trockengewicht einer Zellsuspensionskultur aus
Linum usitatissimum.......................................................................68
3.2.4.1.2 Änderungen der Leitfähigkeit und der Saccharose-
konzentration im Wachstumsverlauf der Zellsuspensionskultur ....70
3.2.4.1.3 Änderungen des pH-Wertes im Wachstumsverlauf
der Zellsuspensionskultur ..............................................................72
3.2.4.2 Charakterisierung der Flüssigkultur aus transformierten Wurzeln.74
3.2.4.2.1 Frisch und Trockengewicht einer Wurzelflüssigkultur
aus Linum usitatissimum ................................................................74
3.2.4.2.2 Leitfähigkeit und Saccharosekonzentration im Verlauf
des Wachstums einer Wurzelflüssigkultur .....................................75
3.2.4.2.3 Änderungen des pH-Wertes im Wachstumsverlauf der
Wurzelflüssigkultur.........................................................................77
3.2.5 Gehalt cyanogener Verbindungen in Linum (HCN-Potenzial) ......78
3.2.5.1 Optimierung der Methode zur Bestimmung des HCN-Potenzials ..79
3.2.5.2 Blausäurepotenzial der Organe von Linum usitatissimum .............83
3.2.5.3 Blausäurepotenzial von Zell- und Gewebekulturen
verschiedener Leinvarietäten.........................................................84
3.2.5.4 Blausäurepotenzial der Zellsuspensionskultur von
Linum usitatissimum im Verlauf eines Wachstumszyklus ..............86
Inhaltsverzeichnis                                                                                                V
3.2.5.5 Blausäurepotenial der Wurzelflüssigkultur aus Linum
usitatissimum im Verlauf eines Wachstumszyklus .........................88
3.2.6 Spektrum cyanogener Glycoside in Zellsuspensions- und
Wurzelflüssigkulturen von Linum usitatissimum..........................91
3.2.6.1 Überprüfung der gaschromatographischen Meßmethode..............92
3.2.6.2 Gehalt cyanogener Glycoside in Zellsuspensionen von
Linum usitatissimum im Verlauf eines Wachstumszyklus ..............93
3.2.6.3 Gehalt cyanogener Glycoside in Wurzelflüssigkulturen
von Linum usitatissimum ................................................................96
3.2.7 Untersuchungen der am Abbau cyanogener Glucoside
beteiligten Enzyme...........................................................................99
3.2.7.1 Linamarase ..................................................................................101
3.2.7.2 Linustatinase................................................................................107
3.2.7.3 ß-Cyanoalaninsynthase ...............................................................112
3.2.7.4 Rhodanase...................................................................................115
3.2.7.5 NADH:Malatdehydrogenase (MDH) als Marker
symplastischer Enzyme................................................................115
3.2.8 Lokalisierung der Linamarase und Linustatinase auf
zellulärem Niveau ...........................................................................120
3.2.8.1 Isolation vitaler Protoplasten aus Zellsuspensionskulturen .........120
3.2.8.2 Lokalisierung der Linamarase und Linustatinase in
Zellsuspensionen.........................................................................121
3.2.9 Untersuchungen zur Aufnahme von cyanogenen Glucosiden
in die Zellsuspensionen und Wurzelflüssigkulturen ...................124
3.2.9.1 Aufnahmeversuche mit Zellsuspensionen ...................................125
3.2.9.1.1 Untersuchung der Aufnahme von Linustatin in Abhängigkeit
von der Inkubationszeit ................................................................125
3.2.9.1.2 Einflusses der Konzentration auf die Aufnahme
von Linustatin...............................................................................128
3.2.9.1.3 Bestimmung der Linustatinaufnahme bei unterschiedlichen
pH-Werten im Medium .................................................................131
Inhaltsverzeichnis                                                                                               VI
3.2.9.1.4 Einfluß weiterer Linamarasesubstrate auf die Aufnahme
von Linustatin...............................................................................133
3.2.9.2 Aufnahmeversuche mit Wurzelflüssigkulturen .............................136
3.2.9.2.1 Aufnahme von Linustatin in die Wurzelkulturen in
Abhängigkeit der Inkubationsdauer .............................................136
3.2.9.2.2 Einfluß der Konzentration auf die Aufnahme von Linustatin
in Wurzelflüssigkulturen...............................................................140
3.2.9.2.3 Bestimmung der Linustatinaufnahme in Wurzelflüssigkulturen,
beeinflusst durch unterschiedliche pH-Werte im Medium............142
4 Diskussion ......................................................................................146
4.1 Glycosylierung und Transport - wichtige Punkte im
Stoffwechsel cyanogener Glycoside ............................................146
4.2 Kompartimentierung und Mobilisierung
cyanogener Glycoside ...................................................................146
4.3 Glycosyltransferase in Linum usitatissimum ..............................150
4.3.1 Glucosylierung von Linamarin in cyanogenen Pflanzen.............151
4.3.2 Glycosylierung weitere pflanzlicher Inhaltstoffe .........................154
4.4 Aufnahme cyanogener Glycoside in Zellen von Linum
usitatissimum .................................................................................157
4.4.1 Induktion der Zell- und Wurzelkulturen ........................................157
4.4.2 Cyanogene Glycoside in Pflanzen, Zell- und
Wurzelkulturen von Linum usitatissimum ...................................158
4.4.3 Aufnahme und Transport cyanogner Glycoside in Zell-
und Gewebekulturen ......................................................................164
5 Zusammenfassung.........................................................................170
6 Literaturverzeichnis .......................................................................173
7 Abbildungsverzeicnis ....................................................................187
8 Tabellenverzeichnis .......................................................................194
Abkürzungsverzeichnis VII
VERZEICHNIS DER VERWENDETEN ABKÜRZUNGEN
2,4-D 2,4-Dichlorphenoxyessigsäure
B5-Medium Medium nach Gamborg et al. (1968)
BAP 6-Benzylaminopurin
CAH ß-Cyanoalaninhydrolase
CAS ß-Cyanoalaninsynthase
cpm counts per minutes
DTT Dithiothreitol
EDTA Ethylendiamintetraacetat
FAD Fluoresceindiacetat
FG Frischgewicht
FID Flammenionisationsdetektor
GC Gaschromatographie
HPLC Hochleistungflüssigkeitschromatographie
IAA Indolessissäure
Kinetin 6-Furfurylaminopurin
MDH Malatdehydrogenase
MS-Medium Medium nach Murashige und Skoog (1962)
NADH Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid, reduziert
p-NPG p-Nitrophenyl-ß-D-glucopyranosid
rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minutes)
TG Trockengewicht
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
UV Ultraviolett
w/v Masse (weight) pro Volumen (volume)
w/w Masse (weight) pro Masse (weight)
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1 Einleitung
Cyanogene Glycoside sind im Pflanzenreich weit verbreitet. In über 3000 höheren
Pflanzenarten sind mehr als 70 verschiedene cyanogene Glycoside beschrieben
worden (CONN, 1991). Cyanogene Glycoside sind in ihrer chemischen Struktur
α-Hydroxynitrile, die an einem oder mehreren Zuckerresten ß-glycosidisch
gebunden sind. Dabei handelt es sich zum größten Teil um Monoglycoside1).
Allerdings wurden auch Di- und Triglycoside (NAHRSTEDT et al., 1983) sowie Acyl-
und Malonylderivate der cyanogenen Glycoside beschrieben (BRINKER et al.,
1989; NAHRSTEDT et al., 1990). Bei der enzymatischen Hydrolyse der cyanogenen
Glycoside wird der Zuckeranteil durch ß-Glycosidasen abgespalten (CONN, 1980;
POULTON, 1990). Die entstehenden α-Hydroxynitrile sind unter physiologischen
Bedingungen instabil und zerfallen spontan oder katalysiert durch eine
Hydroxynitril-Lyase in die toxische Blausäure und eine verbleibende
Carbonylverbindung (HÖSEL, 1981). Neben diesen cyanogenen Glycosiden, aus
denen nach Hydrolyse des Zuckers Blausäure frei wird, gibt es eine Reihe von
Glycosiden, die zwar eine Cyanogruppe enthalten, aber bei hydrolytischer
Spaltung keine Blausäure freisetzen. Diese Glycoside werden mit den
cyanogenen Glycosiden unter dem Oberbegriff Cyanglycoside zusammengefasst.
Pflanzen, die cyanogene Glycoside enthalten, können bei einer Verletzung
Blausäure freisetzen (HUGHES, 1981). Diese Form der Blausäurefreisetzung wird
als verletzungsbedingte Cyanogenese bezeichnet und beruht auf der Spaltung
der cyanogenen Glycoside durch ß-Glycosidasen (Conn, 1980) (Abbildung 1).
Abbildung 1: Reaktionsschema der pflanzlichen Cyanogenese (CONN, 1980)
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1
 Wird das Hydroxynitril durch eine Glucose als Zuckeranteil stabilisiert, wird die
Verbindungen als Glucosid bezeichnet.
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Die Blausäuremenge, die aus allen cyanogenen Glycosiden einer Pflanze oder
einem Gewebe freisetzbar ist, wird als Blausäurepotential (HCN-Potential)
bezeichnet (LOYD & GRAY, 1970). In intakten Pflanzen sind die cyanogenen
Glycoside in der Vakuole akkumuliert, während die entsprechenden
hydrolytischen Enzyme im apoplastischen Bereich der Zellwand lokalisiert sind,
so dass keine Cyanogenese stattfindet (ROBINSON, 1930; KOJIMA et al., 1979;
GRUHNERT et al., 1994; POULTON & LI, 1994). Erst bei einsetzender
Dekompartimentierung im Zuge einer Verletzung erfolgt die Hydrolyse der
cyanogenen Glycoside.
Die verletzungsbedingte Cyanogenese ist im Pflanzenreich weit verbreitet und
wird sowohl für Angiospermen als auch für Gymnospermen und Pteridophyten
beschrieben (CONN, 1991; POULTON, 1990). Unter den beschriebenen Pflanzen
befinden sich auch zahlreiche bedeutende Nutzpflanzen wie Mohrenhirse
(Sorghum bicolor L.), Lein (Linum usitatissimum L.), Limabohne (Phaseolus
lunatus L.), Maniok (Manihot esculenta Cranz) und Gerste (Hordeum vulgare L.)
(CONN, 1991; POULTON, 1990; NAHRSTEDT, 1992; NARTEY, 1980).
Den cyanogenen Glycosiden wird, wie vielen anderen toxischen sekundären
Pflanzenstoffen auch, eine Bedeutung als Abwehrstoff („Repellent“) der Pflanze
vor potentiellen Fraßfeinden zugeschrieben (NAHRSTEDT, 1985; PROKSCH, 1991).
Dies gilt besonders für Pflanzen, in denen große Mengen cyanogener Glycoside
akkumuliert werden. Die Repellent-Wirkung der cyanogenen Glycoside geht
vermutlich auf die Giftigkeit der bei Gewebeverletzung freiwerdenden Blausäure
zurück oder wird möglicherweise auch durch den bitteren Geschmack der
Carbonylverbindungen verursacht.
Im Gegensatz zu diesem Selektionsvorteil, stellt sich die Wirkung der
cyanogenen Glycoside bei Wechselwirkungen mit Mikroorganismen negativ für
die Pflanze dar. So konnte Lieberei (1988) für das Wirt-Pathogen-Systhem Hevea
sp. - Microcyclus ulei zeigen, dass die Pflanze in ihrem eigenen Stoffwechsel
durch die Freisetzung von Blausäure weit mehr gehemmt wird, als der
Cyanwasserstoff dem Pilz schadet. So führt die nach der Verletzung durch den
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Pilz freigesetzte Blausäure zur Schädigung des Gewebes und damit zu einer
erhöhten Suszeptibilität gegenüber dem Schädling (Lieberei et al., 1985).
Neben dieser biochemisch-ökologischen Bedeutung der cyanogenen Glycoside
wird eine mögliche Funktion als Transport- und Speicherstoff für reduzierten
Stickstoff diskutiert (ROBINSON, 1930; SELMAR, 1988).
Bereits Nartey (1969) beschrieb auf der Grundlage von Studien zur
Metabolisierung von radioaktiv markierten Aminosäuren und Blausäure in Manihot
esculenta, dass die cyanogenen Glycoside einen aktiven Stoffwechsel besitzen,
der eng an den freien Aminosäurepool gebunden ist. Ein Abbau von cyanogenen
Glycosiden zu anderen nicht cyanogenen Verbindungen wird ebenfalls von Abrol
et al. (1966) für Nandina domestica aufgezeigt. Bough & Gander (1971) sowie
Adewusi (1990) konnten den Turnover des cyanogenen Monoglucosides Dhurrin
in Sämlingen von Sorghum bicolor nachweisen.
Die Refixierung des Cyanstickstoffs erfolgt in Pflanzengeweben nach einem
Modell von Blumentahl et al. (1963) durch eine ß-Cyanoalaninsynthase (CAS)
und eine ß-Cyanoalaninhydrolase (CAH) (siehe Abbildung 2).
Abbildung 2: Fixierungsmechanismus für Blausäure über die ß-Cyanoalanin-
synthase und die ß-Cyanoalaninhydrolase
HCN
Cystein
CH2SH
CHNH2
COOH
CAS
H 2S
CH2CH
CHNH2
COOH
H2O
CONH2
CHNH2
COOH
CH2CAH
β-Cyanolanin Asparagin
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Die aus dem cyanogenen Glycosid freiwerdende Bausäure wird von der
ß-Cyanoalaninsynthase an Cystein gebunden und zu ß-Cyanoalanin umgesetzt,
welches durch die ß-Cyanoalaninhydrolase zu Asparagin hydrolysiert werden
kann. Das Asparagin gelangt über Asparaginsäure in den Aminosäure-
stoffwechsel der Pflanze (CASTRIC et al., 1972).
Auch über die Verlagerung der cyanogenen Glycoside sind zahlreiche Arbeiten
veröffentlicht worden. An Manihot esculenta wurde gezeigt, dass das cyanogene
Monoglucosid Linamarin vorwiegend in den Blättern und Blattstielen synthetisiert
wird und in den synthetisch wenig aktiven Geweben der Knolle akkumuliert wird
(BEDIAKO et al., 1981). Das bedeutet, dass die cyanogenen Glycoside zum Teil
einem Ferntransport, beispielsweise vom Bildungs- in ein Speichergewebe,
unterworfen sind. Die Gewebe werden dabei von Clegg et al. (1979)
entsprechend der Verlagerungsrichtung als „source“- und „sink“-Gewebe
bezeichnet. Diese Autoren wiesen darauf hin, dass sich während der
Sämlingsentwicklung von Phaseolus lunatus das ursprünglich in den Kotyledonen
konzentrierte HCN-Potential in die entwickelnden Organe der Pflanze verlagert,
ohne dass sich das HCN-Potential der gesamten Pflanze verändert. Da in dieser
Arbeit jedoch die Prüfung fehlt, ob die Pflanze trotz der scheinbaren
Unversehrtheit ihres Gewebes Blausäure abgegeben hat, konnte eine
Verlagerung der cyanogenen Glycoside nicht eindeutig belegt werden. Die
Abnahme des HCN-Potentials in den Keimblättern kann auch auf einen Abbau der
cyanogenen Glycoside mit anschließender Blausäurefreisetzung zurückzuführen
sein, während der Anstieg des HCN-Potentials in den anderen Geweben durch
eine Neusynthese verursacht wurde. Eine tatsächliche Verlagerung von
cyanogenen Glycosiden konnte erstmals durch Untersuchungen am
Kautschukbaum (Hevea brasiliensis) (LIEBEREI, 1984; SELMAR, 1988) nach-
gewiesen werden.
Während der Sämlingsentwicklung von Hevea brasiliensis wird das Endosperm zu
Gunsten der sich entwickelnden Kotyledonen reduziert. Im Zuge dieses
Prozesses werden Metabolite vom Endosperm in die Kotyledonen verlagert. Da
diese beiden Gewebe einen unterschiedlichen genetischen Ursprung haben,
müssen die Metabolite den apoplastischen Raum passieren. Auch ein
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Langstreckentransport von Stoffen ist innerhalb einer Pflanze in der Regel mit
einem teilweise apoplastischen Transport, z.B. im Rahmen der Phloembeladung,
verbunden (ERICKSON, 1986). Eine derartige Passage durch den Apoplasten ist
dem cyanogenen Monoglycosid Linamarin in Hevea brasiliensis nicht möglich,
ohne von der dort vorliegenden ß-Glucosidase hydrolysiert zu werden. In den
Exsudaten des Endosperms und den Blattnektarien, die in ihrer
Zusammensetzung stark übereinstimmen, wurde daher kein Linamarin, aber das
korrespondierende Diglucosid Linustatin nachgewiesen (SELMAR, 1986). Dieses
Diglucosid kann im Gegensatz zum Linamarin von der im Apoplasten
vorliegenden ß-Glucosidase nicht hydrolysiert werden und wurde daher von
Selmar et al. (1987, 1988) als geschützte Transportform des Linamarins definiert.
Der entsprechende Stoffwechselweg cyanogener Glucoside in Hevea brasiliensis
wurde von Selmar als „Linustatin-Weg“ formuliert. Linustatin muss vor Verlassen
des Endosperms durch Glucosylierung des Linamarins entstehen (SELMAR et al.,
1987; SELMAR, 1993a). Dieses Diglucosid wird in den Apoplasten abgegeben, in
die Kotyledonen der jungen Pflanze aufgenommen und am Zielort durch eine
simultane Diglucosidase in Acetoncyanhydrin und Gentiobiose gespalten. Unter
physiologischen Bedingungen zerfällt das Acetoncyanhydrin in Aceton und
Blausäure, die wie oben dargestellt fixiert werden kann und in den
Aminosäurepool der Pflanze eingebracht wird. Auf der Basis von
Aufnahmeuntersuchungen mit 14C-Linustatin an Keimlingen von Hevea
brasiliensis postulierte Selmar (1992) eine Erweiterung dieses Stoffwech-
selweges. Die Ergebnisse zeigten, dass es nach einer Verlagerung des
Linamarins nicht zwangsläufig zur vollständigen Metabolisierung des Glucosides
kommen muss, sondern dass die Transportform Linustatin nach erfolgtem
Transport durch eine sequentielle Diglucosidase zu Linamarin konvertiert werden
kann, um es im Zielgewebe erneut zu akkumuliert (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Verlagerung und Metabolisierung cyanogener Glycoside in Hevea
brasiliensis
Das cyanogenen Diglucosid Linustatin steht somit als Transportmetabolit an
einem wichtigen Verzweigungspunkt im Stoffwechsel von Hevea brasiliensis
zwischen Verlagerung und anschließender Akkumulation oder Transport und
vollständiger Metabolisierung. Viele Befunde weisen daraufhin, dass der
„Linustatin-Weg“ auch in anderen Pflanzen realisiert ist. So wurde nachgewiesen,
dass einige der Linamarin akkumulierenden Pflanzen (Lotus corniculatus, Trifolim
repens, Phaseolus lunatus, Manihot esculenta und Dimorphoteca sinuata) im
Apoplasten eine Linamarin hydrolysierende ß-Glucosidase besitzen, die in diesen
Pflanzen wie in Hevea brasiliensis einen Transport des Linamarins über den
apoplastischen Raum unmöglich macht. Für diese Pflanzen konnte ebenfalls der
Transportmetabolit Linustatin bestimmt werden (Übersicht, SELMAR, 1992)
In dem Model des „Linustatin-Weges“ ist die Glucosylierung des Linamarins zum
korrespondierenden Diglucosid ein zentraler Schritt bei der Metabolisierung der
cyanogenen Glucoside. Trotz umfangreicher Untersuchungen konnte eine
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Aktivität einer diese Reaktion katalysierende Glucosyltransferase jedoch noch
nicht nachgewiesen werden. Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der
Erfassung einer Linamarin:Glucosyltransferase, die diesen wichtigen Punkt des
„Linustatin-Weges“ katalysiert. Solang die Frage nach der Existenz diese Enzyms
unbeantwortet bleibt, ist auch die Funktion von Linustatin als Transportmetabolit,
und somit der „Linustatin-Weg“, nicht eindeutig.
Ein indirekter Beleg für die Glucosylierung wurde von Selmar (1992) durch
Applikationsversuche mit 14C-Valin an Leinpflanzen erbracht: Das applizierte Valin
führte zu einer Synthese von 14C-Linamarin, das in den Blättern der Pflanze
akkumuliert und einige Wochen später bei der Fruchtbildung in die Samen
verlagert wurde. Im Zuge der Samenreifung wird das Endosperm reduziert und
die Kotyledonen entwickeln sich als sekundäres Speicherorgan. Zu diesem
Entwicklungszeitpunkt wurden nur noch Spuren an Linamarin nachgewiesen. Die
Hauptfraktion der cyanogenen Glycoside wurde durch 14C-Linustatin repräsentiert.
Da sowohl die Menge als auch die spezifische Radioaktivität des Linustatins in
den reifen Samen mit der des Linamarins in den unreifen Samen
übereinstimmten, wurde eine Glucosylierung des Linamarins im Endosperm und
anschließende Verlagerung als Linustatin in die Kotyledonen vermutet.
Da in reifen Leinsamen Linustatin in großen Mengen akkumuliert wird und die
Untersuchungen von Selmar gute Hinweise auf das Vorkommen einer
Linamarin:Glycosyltransferase darstellen, machen Linum usitatissimum zu einem
geeigneten Objekt, um die Glycosyltransferase erstmals eindeutig nachzuweisen.
Neben der Glycosylierung des Linamarins zum Transportmetaboliten Linustatin ist
auch die Aufnahme der Glycoside in die Zellen und Gewebe weitgehend
ungeklärt, während die Verlagerung und die Metabolisierung cyanogener
Glycoside umfangreich untersucht wurde. Dabei ist besonders interessant zu
erfahren, ob die cyanogenen Glycoside tatsächlich als Diglucoside aufgenommen
werden und ob nach der Aufnahme eine Umsetzung dieser Glycoside erfolgt oder
ob sie zunächst akkumuliert werden. Im Rahmen der Aufnahmestudien wurde der
Einfluss der Konzentration des applizierten Cyanglucosides und der pH-Wert im
Medium bestimmt, so wie die Wirkung weiterer Glucoside als Co-Substrate.
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Untersuchungen zu Klärung der Aufnahme von cyanogenen Glycosiden wurden
dadurch erschwert, dass in intakten cyanogenen Pflanzen, wie Selmar et al.
zeigen konnten (1988), die cyanogenen Diglucoside in junge Organe transportiert
werden, die ein starkes Wachstum und einen sehr aktiven Energie und
Baustoffwechsel aufweisen. Da die Zellen dieser Organe in der Regel bereits
relativ hohe endogene Konzentrationen an cyanogenen Glycosiden enthalten, ist
eine exakte Differenzierung zwischen diesen und den importierten Glycosiden nur
schwer möglich. Zell- und Organkulturen cyanogener Pflanzen enthalten dagegen
im allgemeinen nur sehr geringe Konzentrationen an cyanogenen Glycosiden
(Hösel et al., 1985; Istock et al., 1990; Jäger et al., 1995). Dieser geringe Gehalt
ist häufig auf eine geringere Syntheserate zurückzuführen und nicht auf einen
verstärkten Ausstrom der cyanogenen Glycoside, da diese auch im Medium nicht
nachweisbar sind. Außerdem ist eine Applikation von cyanogenen Glycosiden
über das Medium sehr einfach und effektiv möglich. Suspensionskulturen
besitzen wie die jungen Pflanzenorgane einen aktiven Energie- und
Baustoffwechsel und haben einen großen Bedarf an Mikro- und
Makronährelementen, die sie vollständig über das Medium aufnehmen. Durch die
große Zellteilungsrate der Zellen während der exponentiellen und der linearen
Wachstumsphase haben sie ähnliche Eigenschaften wie junge Organe, in die ein
starker Einstrom von cyanogenen Glycosiden erfolgt.
Mit der Entwicklung von pflanzlichen in-vitro-Kulturen wurde versucht diese zur
Produktion von pflanzlichen Sekundärstoffen in großem Umfang zu nutzen. Um
die Synthese dieser Sekundärstoffe, die besonders in der Pharmazie Verwendung
finden sollten, zu beeinflussen, war es notwendig zunächst einige grundlegende
Daten über den Stoffwechsel dieser Inhaltsstoffe zu erlangen. Berlin (1988) stellte
jedoch fest, dass sich die Sekundärstoffkonzentration in etablierten
Zellsuspensionskulturen in der Regel verringert, selbst wenn die Kultur aus
Gewebe induziert wurde, das einen sehr hohen Sekundärstoffgehalt besaß.
Synthese und Akkumulation sekundärer Pflanzeninhaltsstoffe sind häufig an die
morphologische und anatomische Differenzierung der Gewebe intakter Pflanzen
gebunden (WIERMANN, 1981).
Untersuchungen der Zellzyklen verschiedener pflanzlicher Zellkulturen haben
gezeigt, dass mit starker Zellvermehrung häufig eine geringere Aktivität des
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Sekundärstoffwechsels einhergeht. In einigen Kulturen kommt es während der
stationären Phase zu einer gesteigerten Akkumulation von Sekundärstoffen. So
erfolgt in einer Zellsuspensionskultur von Datura stramonium zu Beginn der
stationären Wachstumsphase ein Anstieg der Konzentration des Alkaloids Atropin
(BUTTERWORTH-HEINEMANN, 1993). Im Gegensatz dazu bilden und akkumulieren
die Zellsuspensionskulturen von Phtolacca americana und Chenopodium rubrum
in der exponentiellen Wachstumsphase verstärkt Betacyane (Heß, 1995).
Während sich zahlreiche Arbeiten mit Alkaloiden, Phenolen und Isoprenoiden
beschäftigen, ist über das Vorkommen cyanogener Glycoside in pflanzlichen Zell-
und Gewebekulturen nur wenig bekannt.
Da Linum usitatissimum sich bereits in zahlreichen Untersuchungen zum
Stoffwechsel cyanogener Glycoside als geeignet erwiesen hat, und
Gewebekulturen von Linum usitatissimum zur Verfügung standen, wurden in
dieser Arbeit Zell- und Gewebesuspensionskulturen aus hoch cyanogenem Lein
(Linum usitatissimum) induziert. Der Wachstumszyklus der Kulturen wurde
charakterisiert und das Vorkommen einiger am Cyanidstoffwechsel beteiligten
Enzyme untersucht. Bei der Untersuchung der Linamarase und Linustatinase
wurde auch die zelluläre Lokalisation dieser Enzyme analysiert Die so
beschriebenen Kulturen wurden für die Untersuchungen der Aufnahme von
cyanogenen Glycosiden eingesetzt.
Zwar konnte Selmar et al. den von ihnen postulierten Linustatin-Weg cyanogener
Glycoside (1988), der wahrscheinlich auch in vielen anderen cyanogenen
Pflanzen Gültigkeit hat, in vielen Teilbereichen bestätigen, doch trotz
umfangreicher Untersuchungen blieb der Nachweis einer Linamarin-
Glycosyltransferase offen und damit auch ein wichtiger Beweis, dass Linustatin
wie im „Linustatin-Weg“ beschrieben als Transportmetabolit fungiert. Auch über
den Aufnahmemechanismus der cyanogenen Glycoside in die Zellen ist nichts
bekannt. Besonders wichtig wäre dabei zu klären, in welcher Form die
cyanogenen Glycoside aufgenommen werden und was nach der Aufnahme in die
Zellen mit ihnen geschieht. Diese Befunde könnten klären ob cyanogene
Glycoside aus dem nicht plasmatischen Bereich tatsächlich als Diglucoside
aufgenommen werden.
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Ziel dieser Arbeit war es, die Bildung des Transportmetaboliten Linustatin aus
dem Monoglucosid Linamarin und damit das Vorkommen einer Linamarin:-
Glucose-Glycosyltransferase eindeutig nachzuweisen. Des weiteren sollte der
Import von cyanogenen Glycosiden in pflanzliche Zell- und Gewebekulturen
erfasst und grundsätzliche Aussagen zu dessen Mechanismus erarbeitet werden.
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Tabelle 2: Zusammensetzung des B5-Basalmediums
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Tabelle 3: Zusammensetzung des MS-Basalmediums mit reduzierten
Stickstoffgehalt für Kultivierung in Flüssigkultur (1/2MS)
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Tabelle 4: Zusammensetzung des MS-Basalmediums mit reduzierten
Stickstoffgehalt für Kultivierung auf Petrischalen (1/2MS)
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Tabelle 5: Übersicht über die zur Kallusinduktion verwendeten Medien
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Tabelle 6: Medien zur weiteren Kultur des erfolgreich induzierten Kallus
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4 Diskussion
4.1 Glycosylierung und Transport - wichtige Punkte im Stoffwechsel
cyanogener Glycoside
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4.2 Kompartimentierung und Mobilisierung cyanogener Glucoside
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5 Zusammenfassung
Fragestellung:
Der Stoffwechsel cyanogener Glucoside wurde an unterschiedlichen Pflanzen
untersucht, dabei hat sich die Mehrzahl der Arbeiten auf Sorghum bicolor (Conn),
Prunus serotina (Møller), Linum usitatissimum (Selmar) und Hevea brasiliensis
(Selmar) konzentriert. Besonders die Arbeiten am Kautschukbaum (Hevea
brasiliensis) haben zur Aufklärung der Verlagerung cyanogener Glucoside, wie
Linamarin und Linustatin, beigetragen. Dabei steht das cyanogene Diglucosid
Linustatin als Transportmetabolit an einem wichtigen Verzweigungspunkt im
Stoffwechsel von Hevea brasiliensis zwischen Verlagerung und anschließender
Akkumulation oder Transport und vollständiger Metabolisierung. Ungeklärt
blieben jedoch Fragen zur Aufnahme der cyanogenen Mono- und Diglucoside aus
dem Apoplasten in die Zellen und zur Bildung des Transportmetaboliten
Linustatin aus dem gespeicherten Linamarin durch eine entsprechende
Glucosyltransferase.
Ziel dieser Arbeit war es daher die Glucosylierung zum Transportmetaboliten
Linustatin aus dem Monoglucosid Linamarin und damit das Vorkommen einer
Linamarin:Glucose-Glycosyltrasfase in Leinsamen eindeutig zu klären.
Desweiteren sollte der Import von cyanogenen Glycosiden in pflanzliche Zell- und
Gewebekulturen erfasst und grundsätzliche Aussagen zu dessen Mechanismus
erarbeitet werden.
Die Experimente und Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit lassen sich daher in
zwei Abschnitte gliedern.
Ergebnisse:
Im ersten Teil der Arbeit wurde zunächst die Entwicklung von Leinsamen und der
Gehalt sowie das Spektrum der cyanogenen Glucoside in diesen Samen
verglichen. Daraufhin wurden für die Bestimmung der Glucosyltransferase 12
Tage alte Leinsamen als optimal geeignetes Pflanzenmaterial ausgewählt.
Der erfolgreiche Nachweis der Aktivität einer Linamarin:Glucose-Glycosyl-
transferase gelang durch eine in situ Inkubation, bei der die Kompartimentierung
in den Zellen intakt blieb. Als Substrat wurden den Samen radioaktiv markierte
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Triosen als eine Glucosevorstufe angeboten, die in situ aus [U]14C Fructose-1,6-
bisphosphat dargestellt wurden. Die Untersuchungen der Radioaktivität des
Linustatins nach der Inkubation zeigten, dass die Triosen mit großer Effektivität in
das Linustatin eingebaut wurden. Die anschließende Hydrolyse dieses Linustatins
mit einer sequentiellen Diglucosidase, die aus Hevea brasiliensis isoliert wurde
(Hillmar, 1999) und Linustatin zu Linamarin und Glucose spaltet, zeigte, dass nur
die terminale Glucose des Linustatins markiert war. Das extrahierte Linamarin,
das aus dem Linustatin hervorging, war in der Aglycon gebundenen Glucose nicht
radioaktiv markiert. Die Markierung des Linustatins ausschließlich in der
terminalen Glucose zeigte, dass das Diglucosid während der Inkubation mit den
radioaktiven Triosen aus dem bereits vorher existierenden Linamarin gebildet
worden war.
Die Markierung des Linustatins beweist damit, dass in Leinsamen eine
Glycosyltransferase vorkommt, die Linamarin zu Linustatin glycolysiert.
Der zweite Teil der Untersuchungen beschäftigt sich mit dem Transport von
cyanogenen Glucosiden in die Zellen. Diese Experimente zur Aufnahme von
cyanogenen Glucosiden erfolgten an Zell- und Wurzelsuspensionskulturen, die im
Rahmen dieser Arbeit etabliert und charakterisiert wurden. Zum Anlegen einer
Zellsuspensionskultur wurde Kallus aus Sprossabschnitten steriler Leinpflanzen
induziert und in Suspensionskultur transferiert. Für Aufnahmeversuche an
Gewebekulturen standen transformierte Wurzelkulturen zur Verfügung, die in
Suspension übertragen wurden.
Das Wachstum dieser beiden Suspensionskulturen, deren Verlauf einem von
Street (1977) beschriebenen Wachstumszyklus folgte, wurde durch die Erfassung
verschiedener Wachstumsparameter charakterisiert.
Untersuchungen zu Vorkommen und Spektrum cyanogener Glycoside zeigten,
das sowohl in Zell- als auch in Wurzelsuspensionen das cyanogene Glycosid
Linamarin auftritt, wohingegen Linustatin nicht detektiert werden konnte.
Ferner wurden die Zell- und Gewebekulturen daraufhin untersucht, ob sie einige
der am Cyanidstoffwechsel beteiligten Enzyme enthielten. So wurde die Aktivität
einer Linamarin- und einer Linustatin-hydrolysierenden ß-Glucosidase bestimmt.
Bei der Untersuchung der Linamarase und Linustatinase kam der zellulären
Lokalisation dieser Enzyme besondere Bedeutung zu. Dabei zeigten
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Untersuchungen von Kulturmedium und präparierten Protoplasten, dass beide
Enzyme, anders als in der intakten Leinpflanze, vollständig symplastisch
lokalisiert sind.
Auf der Basis dieser Ergebnisse wurden Zell- und Wurzelkulturen mit Linustatin
inkubiert. Diese Experimente lassen die Schlussfolgerung zu, dass Linustatin
aktiv durch einen Carrier in die Zellen und Wurzeln der Suspensionskulturen
aufgenommen wird. Untersuchungen, bei denen der pH-Wert des Mediums
variiert wurde, zeigten, dass eine geringere Protonenkonzentration bei den
Zellkulturen zu einer gesteigerten Linustatin-Aufnahme führte. Diese Daten
deuten auf eine Aufnahme des Linustatins im Antiport mit Protonen hin. Eine
Konkurrenz der Aufnahme durch weitere cyanogene und nicht cyanogene
Glycoside konnte nicht beobachtet werden, allerdings führte eine Coinkubation
mit weiteren Glycosiden zu einer geänderten Rückhaltung des Linamarins in den
Zellen. Es wurde eine bis zu 30 % geringere Linamarinkonzentration in den Zellen
bestimmt.
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Tabellenverzeichnis
Tabelle 1: Zusammensetzung des MS-Basalmediums
Dieses Medium wurde für die Kallus- und Zellsuspensionskultur von Linum usitatissimum
und für die Anzucht von sterilen Leinpflanzen eingesetzt.
Tabelle 2: Zusammensetzung des B5-Basalmediums
Dieses Medium wurde für die Kultur von transformierten Wurzeln von Linum atalante in
Flüssigkultur und auf Petrischalen eingesetzt.
Tabelle 3: Zusammensetzung des MS-Basalmediums mit reduzierten Stickstoffgehalt
für Kultivierung in Flüssigkultur (1/2MSS)
Dieses Medium wurde für Wurzelkulturen von Linum usitatissimum in Flüssigkultur
eingesetzt.
Tabelle 4: Zusammensetzung des MS-Basalmediums mit reduzierten Stickstoffgehalt
für Kultivierung auf Petrischalen (1/2MSP)
Dieses Medium wurde für Wurzelkulturen von Linum usitatissimum auf Petrischalen
eingesetzt.
Tabelle 5: Übersicht über die zur Kallusinduktion verwendeten Medien
1) nach SCHAUMANN et. al., 1993: Die Konzentrationen an Mikronährelementen, organischen
Bestandteilen und Vitaminen entsprechen dem MS Basalmedium (Tabelle 1), die
Konzentrationen an Makronährelementen ist um die Hälfte reduziert und es wurde 4 µM
Casein zugesetzt.
2)  Die Konzentrationen an Mikronährelementen, organischen Bestandteilen und Vitaminen
entsprechen dem L1, es wurde kein Casein zugesetzt.
3)  MS-Basalmedium mit reduzierten Stickstoffgehalt (1/2MSS, siehe Tabelle 3).
4)  MS Basalmedium (Tabelle 1)
Tabelle 6: Medien zur weiteren Kultur des erfolgreich induzierten Kallus
1)  MS-Basalmedium mit reduziertem Stickstoffgehalt (1/2MSS siehe Tabelle 3)
2)  MS Basalmedium (siehe Tabelle 1)
Tabelle 7: Medien zur Induktion und Stammhaltung von Kallus aus Linum
usitatissimum
Der Kallus wurde auf mit Agar verfestigten Medien in Petrischalen induziert und subkultiviert,
detallierte Medienrezepturen sind in Kapitel 2.2.2 dargestellt.
Tabelle 8: Gehalte cyanogener Glycoside in einer Probe aus Blättern und in einer
Additionsanalyse
Der methanolische Extrakt eines Leinblattes wurde zur Trockne eingedampft, in Mc Ilvaine-
Puffer resuspendiert. Wie in Kapitel 2.2.7.8 beschrieben, wurde der Gehalt cyanogener
Glucoside bestimmt. Ein Aliquot dieses Extraktes wurde mit 1 µmol Linamarin und 1 µmol
Linustatin versetzt und erneut wurde der Gehalt cyanogener Glucoside nach den
Standardverfahren bestimmt. Eingesetzt wurden 100 µL Enzymgemisch aus ß-Glucosidase
und Emulsin (s. Kapitel 2.2.7.9.2)
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Tabelle 9: Aktivität der NADH:Malatdehydrogenase in Zellen und Medium der
Zellsuspensionskulturen aus Linum usitatissimum
Basierend auf der Bildung von L-Malat aus Oxalacetat, unter Oxidation des Cosubstrates
NADH, wurde die MDH-Aktivität über den optischen Test photometrisch bestimmt (siehe
Kapitel 2.2.8.5). Die Konzentrierung des Enzyms im Medium erfolgte mit Centriprep-
Konzentratoren. Die Extraktion der MDH erfolgte mit MC-Ilvaine-Puffer (40 mmol/L, pH 5,6).
Die Zellsuspensionskulturen wurden für die Bestimmungen der MDH-Aktivität 14 Tage nach
der Inokulation geerntet. Angegeben sind Mittelwerte aus zwei Bestimmungen von jeweils
zwei verschiedene Kulturkolben. Dargestellt ist die Aktivität in nkat/g TG und in Prozent ,
wobei die Aktivität in den Zellen gleich 100 % gesetzt wurde.
Tabelle 10: Vergleich der Aktivitäten von NADH:Malatdehydrogenase, Linustatinase
und Linamarase im Kulturmedium der Zellsuspensionskulturen
Die Gesamtaktivitäten (100 %) entsprechen der Summe aller Enzym-Aktivitäten aus dem
Medium und den Zellextrakten.
Tabelle 11: Aktivitäten der Linamarase und Linustatinase in ganzen Zellen und
Protoplasten der Zellsuspensionskulturen
Die Aktivitätsbestimmungen der Linamarase und Linustatinase erfolgten nach den Angaben
in Kapitel 2.2.8.2 und 2.2.8.3. Das Enzym wurde mit einem Mc Ilvaine-Puffer (40 mmol/L, pH
5,6; 2 mmol/L Na-Ascorbat) bzw. diesem Puffer, der 1,2 M Kochsalz enthält, aus den Zellen
extrahiert. Die Protoplasten wurden, wie in Kapitel 2.2.8.1.3 beschrieben, isoliert. Nachdem
nachgewiesen wurde, dass an der intakten Protoplastenfraktion von außen keine
Linamarase oder Linustatinase anhaftet, wurden die Protoplasten osmotisch geschockt und
für die Aktivitätsbestimmungen, wie in Kapitel 2.2.8.2 und 2.2.8.3 beschrieben, eingesetzt.
MDH: NADH:Malatdehydrogenase.
Tabelle 12: Konzentration cyanogener Glucoside in den Zellen der Zellsuspensions-
kultur nach 16 Stunden Inkubation mit appliziertem Linustatin
Die Inkubation der Zellsuspensionen erfolgte unter Standardbedingungen mit zugesetzter
Natronlaugevorlage (siehe Kapitel 2.2.9.1). Zu Beginn der Inkubation wurden dem Medium
200 µmol/L Linustatin zugesetzt. Die Zellen wurden nach 16 Stunden Inkubation
schockgefroren, und wie in Kapitel 2.2.7.8.1 methanolisch extrahiert. Die Analyse der
cyanogenen Glucoside erfolgte über ein HPLC-Systhem mit RP-18 Säule (siehe Kapitel
2.2.9).
Tabelle 13: Konzentration cyanogener Glucoside in den Wurzeln der Flüssigkultur
nach 22 Stunden Inkubation mit appliziertem Linustatin
Die Inkubation der Wurzelflüssigkulturen erfolgte unter Standardbedingungen mit
zugesetzter Natronlaugevorlage (siehe Kapitel 2.2.9.1). Zu Beginn der Inkubation wurden
dem Medium 200 µmol/L Linustatin zugesetzt. Die Wurzeln wurden nach 22 Stunden
Inkubation schockgefroren, und wie in Kapitel 2.7.8.1 beschrieben mehtanolisch extrahiert.
Die Analyse der cyanogenen Glucoside erfolgte über ein HPLC-System mit einer RP-18
Säule (siehe Kapitel 2.2.9).
